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(57)Abstract 

differentiation and muMpncation. or an .gent which, '^^^^^T^SS^^a, which mate a cell I 

^x^^^^^^£tB1^ io ,rea4 re ' a " d dis - 1 

eases, and in particular diseases related to the lentiviruses such as the HIV in humans. 
(57)Abrege 

Ce medicament peut contenir: soit un agent capable de bloquer la ^^^^^^^^SZ \ 
suicide des cellules, soit un agent appoint ou generant ™ cellules qufont 

normalement, soit un agent qui a lui seul entra.ne ^ prohferaUon et ^J^^^^^^A^^ qui re ndent une eel- 
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rnntena-* »«nt Inhlhant in vivo 

i 'annBtase patholo gi""** et applications". 

La presente invention conceme le traitement 
de l'apoptose de cellules humaines caracterisee par le 
dysfonctionnement ou la deficience de certaines 
populations cellulaires . 

Elle a egalement pour objet une methode de 
selection d' agents de traitement de l'apoptose dans 
ses manifestations pathologiques . 

Elle est d' autre part relative a des methodes 
de determination de la capacite de cellules 
d'individus atteints par un virus HIV a repondre a 
1' agression par un agent infectieux . 

Le terme apoptose est synonyme des expressions 
15 "mort cellulaire programmee" ou - mort induite par 

1' activation". 

Dans la presente description il sera 

essentiellement question d' apoptose . 

L'apoptose est un mecanisme de suicide des 
cellules qui a pour particularity d'etre 
physiologiquement actif . XI est implique dans la 
regeneration des tissus ainsi que dans 1' involution 
durant 1 • embryogenese et la vie adulte et la 
maturation du systeme immunitaire embryonnaire . 

De ce fait , l'apoptose se difference de la 
necrose qui est une reponse a des agressions de la 
cellule . 

On sait egalement que l'apoptose est toujours 
liee a la reception ou a la non reception par la 
cellule d'un signal physiologique donne . 

L'apoptose a des consequences pathologiques 
d'autant plus grandes qu'elle peut survenir dans des 
populations cellulaires que l'organisme n'est pas 
capable de regenerer sous leur forme adulte 
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difference , notanunent les cellules lymphocytaires a 

memoxre cu • . 

En cas d'apoptose , la capacite de 

regeneration cellulaire de I'organisme pent Stre aussx 
5 depassee d'un point de vue quantitatif.. 

Dans la presente description le mot 
"pathologigue" concerne egalement des phenomenes tels 
patnoxog «j ee iiulaire ou le vieillissement 

que la degenerescence celluiaxre ou 

impliguant une involution . ,,,.«-„ 
L'apoptose ne concerne que les cellules en 
10 cours de disparity, et n'entraine pas d'effe* , « 
l.environnement tissulaire et cellulaxre s elle n est 
aonc pas un phenomene apparent , sauf si 1'on cherche 
reellement a la mettre en evidence . 

On a deja montre que , dans le cas des 
thymocytes non matures ,1a mobilisation du recepteur 
des cellules T (TCR) conduit a 1'apoptose . Ce 
pHenomene Joue un r61e essentia! dans la selection du 
repertoire des cellules T. (Blackman et al., Science , 

?n 248 ; 1335-1341 ? 1990 ). 

on ..it par aill.urs que cert^n. retrovirus 
sent re.pon.able. du dysfonctionnement et de 
l-effondrement du system i«-unit.ire 
dysfonctionne-ent et !• involution d. certain. t«.u. • 
„ II .'.git nota™»nt de lentiviru. provoquant 

d .s desordres pathologies .e tr.dui.ant par une 
apparition anormale de suicide, cellulaire. . 

A titre d- example de tels lentiviru. , on pent 
ci ter le. viru. SIV =he. le .ince , FIV chez le. 
30 ielins , BIV Chez les bovin. , VISNA chez le. ovms , 
CAEV chez les caprins et HIV chez 1-homme . 

« a aus.i ete montre que le. xndxvidu. 
infectes par un virus H!V presented de mamere 
precoce des lacunes dans la reponse d-une famUle de 
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lymphocytes T : les lymphocytes T CD4 helper (TH) . 

ces lacunes d'ordre qualitatif precedent des 

reductions quantitative* de cette population 

cellulaire et sont caracterisees par une perte 

5 selective de la proliferation en reponse a des 

antigenes du complexe majeur d'histo-compatibilite de 

classe II ( MHC-II ) et a un mitogene extrait de 

Phytolacca americana, denomme mitogene pockeweed ou 

PWM dans la suite du texte , voir notamment Lane et 

- , t u A #4 *n 79-84. 1985 ) et Van Noesel 
10 al.( N. Engl. J. Med. 313, 7» o«, ; 

et al.( J. Clin. Invest, 86, 293-299, 1990 ). 

ces demiers auteurs ont en outre montre que 
1' anticorps anti-CD28 augmente la proliferation de 
cellules T chez des patients infectes par le virus 
15 HIV„ et permet ainsi une reponse proliferative de 
thymocytes immatures a l'anti-CD3, et a deux anticorps 

anti-CD2. ^ . 

De plus , il a ete montre recemment que les 

cellules T adultes humaines et murines normales 

20 peuvent aussi subir 1'apoptose dans des conditions 

particulieres (Newell, et al. Nature 347 , 286 289 

(1990); Janssen 0. et al. J. Immunol., 146, 35-39 , 

1991 ) . Dans ce cas , l'apoptose induite par 

stimulation differe de celle observee dans les 

25 thymocytes immatures . 

Dans des cellules T humaines adultes portant 
le recepteur TCR gamma-delta et stimulees par 
I- anticorps anti-CD3, 1' addition d'Interleukine-2 
induit 1-apoptose au lieu de la prevenir ( Janssen et 

30 al. J. Immunol. ,146, 35-39 , (1991). 

Les resultats faisant partie de l'etat de la 
technique ne concernent que des cultures cellulaires 
in vitro et ne mentionnent aucune application 
therapeutique . 
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les publications connues des 
De P1US .'. L I- existence et encore 

Beaandeurs ne menw—-- 7. dans la parte de 
M ins le rSl. du pheno-ne < de pittent . 

la proliferation des cellules * ^ 
5 infectes par on virus H . ^ ^ de 

explication quant a la P« ^ ^ vis ... vlg de 
patients infectes certains antiotaes. 

certain.. maladies V " " „,„ 4 trouver 

— — se e ::::. c d : „odnt vis.*-^ 

0 un aoent therapeutic ef fic.ce 

des »al.di.s « ™ 8 ^ , i» ont 

J^L explication .» Phenomene de 
eoale»ent .pport. une exp ^ .« - 

perte de reponse a 1 e ««° particulier dan. 1. 

15 certaines madias rencontres. »p ^ _ ^ vue 

c „ d' infections P« prevent ives vis-.-vi. 

d ' wuc ^r.s"Ts - r' i— - - 

^^T^canls.e response d. cette pert. d. 

20 reponse , est da type .pentose • „ tcut aus.i 

II, ont aussi «ontre oe es dans 

i.s mecanismes inpuques 
surprenante que MC e .uales issues d. 

rapoptose pathologique des <4reneie nt 
patients atteints par un virus HIV ^ ^ 

25 des .ecani,.»s de 1 ■ '^J^ .elation du 

telle que ^^JE- ^ „.r»ux ou de 

recepteur T de thym * norMl es. 

lionees lymphocytaires T ^ que r™ 

selon 1- invention , H a 

1-apoptose pathologique . 
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Un tel agent peut etre selectionne par un 
orocede comprenant au moins les etapes : 

- mise en contact d'au moins deux preparation 
cellulaires d'un patient infecte par un retrovirus 
avec un agent deactivation cellulaire , tel que du 
mitogene pokeweed (FUN), respectivement en presence et 

en absence dudit agent , et 

- comparison de la proliferation et/ou de la 
mortalite dans les deux preparations cellulaires . 

II peut aussi etre selectionne par un precede 

comprenant au moins : 

- une premiere presentation d'un antigene par 
des monocytes preincubes avec un retrovirus, a une 
lignee cellulaire de lymphocytes T CD4 , 

- une seconde presentation de 1' antigene par 
des monocytes , eventuellement preincubes avec un 
retrovirus , a la lignee cellulaire de lymphocytes T 

CD4 + ,et , . 

- une etape d' estimation de la mort et/ou de 

20 la proliferation des lymphocytes . 

Preferentiellement , le retrovirus est un HIV. 
Une telle methode permet de selectionner un 
agent qui empeche directement 1' induction de 
l'apoptose. 

Le virus en presence d'un agent selon 
!• invention ne peut enseigner aux cellules 
l-apoptose.Cette methode contrairement a la precedente 
conceme directement le virus. 

Un agent selon 1' invention sera choisi parmx 

30 ceux capables: 

- soit de bloquer la reception ou la 
transduction de signaux conduisant au suicide des 
cellules , et en particulier capables d'inhiber 
1- activation d'une endonuclease nucleaire entramant 
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. la cellule , tel que la 



cyclosporins , 

prot*ique tel que la ' r 

- soit d'apporter ou de generer 
» » i. cellule de se differeneier «t d. se 
5 pensettant a la „ticorps anti-CD28 

multiplier normalement tel qu entrainant la 

OH un. association ^ ester du 

stimulation d. la phosphokinase C tel qu 
phorbol , avec 1 • int.rleukine 1 , 

soit d'entrainer a eux 
10 . «. differenciation eelluiaires et de 

Pr0l "!"rUlule S C o„t perdu la capacit* , se 
9enel : LZ des conditions pathologists , par 
sunder ^J£ lmnlaaau . , m ,. de. cellules 
example , la pnyton-u-ss anti-CD2, ou un 

IS allogenique. irradiees , un antieorps anti 

anticorps les , lgaMX qui rendent u». 

cellule susceptible * repondre * une activation par 
_ ..P-^^,, irradl4M sent de. 
20 cellules P»venant d-un individu a^tigue^nt 
dif .rent quant ^^T^^ = 

tr eite»»t des maizes 1«- .» * ~ 

25 particular lUes « l^rus ~1 quej ^ ^ 
HIV chez l'homme et SIV , FIV , Biv 

chez 1' animal . » u tre part pour 

t« nresente invention a d autre p« v 
La present precedemment 

, rs. ^ 

^ «, a i a Hies precedemment citees . 
"aitement des maladies p» COI11 position 

EX1. concerns d autre P quanti te 

pha rma=eutique ~J^ >im a , ent tel gue defini 

pharmaceutiquement efficace 
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precedent en association avec un ou *^°** S 
l.ZL ™ adiuvants pharmaceutic^* acceptable* • 
;;;"teUe composition est destinee au ~~ 
maladies liees au retrovirus et en partxculier 

5 au antivirus . oat ients atteints par ces 

Le traitement des patxents a 

^ladies se fera d'une maniere connue en soi 
maladies se ier par enterale ou 

preferentiellement P« voie P 

intraveineuse . »«tre part 

- P*»»« inv.nUcn conc.rne d 

-i+hftde de determination de ia 
une methoae ae " . h • <«tiividus 

vis-a-vis d'un agent intectieux c y 

les Stapes de ' ,_*.e»t«i dans un 

- stimulation in vitro des lymphocyte, dans 

" .iUeu content au »ins un anticorps »nti-CD28 - 
presence d'un ou plusi.ur. antigen.. .peel.il— 

rr.rd.Va .initio d. pr.U«»ti.» de. 

20 1Wh0eY ": b ;.t d. 1. present. invention est d-.utr. 
p „t un. ,»t h od. de donation d. 1. des 

25 '^ration in vitro - £ ~ 

Bt ll.u contenant au moins un »""^ £^. s de 
presence d-un ou plusieurs antigen.. speelfiqu 

...o.nt i"^-.;^ ein4tlque de proliler ati.n des 

30 oocytes • iM Mt de plus relatlve a 

La presen vitro de lymphocytes 

une methode de stimulation xn vxtro y 
issus de patients atteints d^une maladxe Ixee 
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retrovirus pur traitement des lymphocytes isoies par 

"•""^r^ i-vention conc.me une 
methode de selection d-un agent inhibant in vivo 
5 i-apoptose pathologiqu. comprenant au molns une etape 
de »L. «n contact de cellules inf.ctees par un 
antivirus tel ,u-un virus H!V . avec un «■«■-» ; 
respectivenent en presence et en absence dudit agent 
et con.ecutiv.rn.nt d. stimulation par ledit »t j«e • 
Une difference de reponse entre l.s cellules 
cultiv.es en presence et en absence dudit agent 
constitu.rait un indice de 1-activite inhibits de 

""tantieorps anti-CD28 preferentiellement 
i a mise en oeuvre de la presente 
^JZ l^s --clonal d. souths su du 
done CI3-402 ( n- de catalogue 3*OMI» ™ 
26.683.08) commercialise par la Socxete JAMSSEN . 

La present, invention .st illustree sans pour 
autant etr. limit*, par le. examples duplication 

suivants, dans lesquels : 

L figure la est un diagrame illustrant la 
proliferation de ceilules d. patients infectes par 1. 
virus HIV, et d-individus sains en presence d. 
^hemagglutinin. (PHA) . d. PH«. de sup.r-antig.nes 
d^nterot!xin. B d. staphyloma ( SEB ) ou de toxin. 

tetanique ( TT ) • ..*#-t 

La figure lb est un diagratnme montrant 1 eftet 
de 1'anticorps anti-CD28 sur la proliferation de 
cellules de patients infectes par le virus , 
presence de PWM , de SEB ou de TT 

La figure 2a illustre la mortalite de cellules 
mononucleates du sang peripheric ( PBMC ) de 
patients infectes par le virus (colonnes 1 ) et 
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d'individus sains ( colonnes 2 ) , en presence de 
=yclf? Hov5n,ide . de cyclosporine A ( CSA ) , 
d'anticorps anti-CD28, de PWM , ou de SEB . 

La figure 2b illustre la mortalite cellulaire 

5 de cellules PBMC de patients atteints par le virus 
HIV, (colonnes 1 ) et d'individus sains ( colonnes 2) 
desquelles on a elimine les cellules T CD4 + ou les 
cellules T CD8 + , en presence ou en absence 
d'anticorps anti-CD28 , de PWM ou de SEB. 

10 La figure 3 illustre les resultats obtenus 

apres incorporation de thymidine tritiee dans des 
cellules de patients atteints par un virus HIV en 

presence de PWM , ou de PHA. 

La figure 4 est un autoradiogramme 
representant 1 • hybridation de RNA total de cellules 
PBMC de patients atteints par le virus HIV , cultivees 
en presence de PWM ou de PHA , avec une sonde d'ADN 
complemented du recepteur de 1 • inter leukine-2 . 

La figure 5 est un cliche d'un gel 
d'electrophorese de DMA de cellules PBMC de patients 
infectes par le virus HIV^ cultivees en presence de 
PMW ou de SEB et d'individus sains . 

Les figures 6a et 6b represented 
respectivement des photographies en microscopie 
electronique de cellules PBMC d'individus sains et de 
patients atteints par le virus HIVj . 

Les figures 7a et 7b sent des histogrammes 
correspondent respectivement a la proliferation et a 
la mort cellulaire de cellules cultivees dans un 
30 milieu simple ( colonne 1 ) , dans un milieu 
complemente avec de l'IL-2 ( 10 unites/ml - colonne 2 
) et activees avec de I'anticorps CD5 lie comme temom 
(colonne 3 ) ou par de I'anticorps CD3 lie ( colonne 4 
a 8 ) en presence d'IL-1 recombinante ( 50 unites/ml) 
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colonne 5 , d'XL-2 recombinants ( 10 unites/ml colonne 
, . .nti-IFNgamma ( dilution serique 

1/800 '-"Jlonne 7 ) ou de cycloheximide ( 50 „/ml - 
colonne SJ . ^ ^ ^ ^ d . el . etropnoEese 

d'ADN extrait de thymocytes medullars cultiv.s dan* 
m milieu simple ( colonne 1 > ou stimules par du CD3 
( colonnes 4, 5 et 7 ) en presence d • Interleukxn. 
recombinant. ( colonne 5 ) ou d-anticorps antx- 
0 IHNgamm.^ colonne ^ , ^ ^ ^ ^ 

blot d'APN de thymocyte, medullars stimules par du 
miiieu simple ( colonne 1 , par de l'IL-1 "combxnante 
(colonne 2) par du CD3 lie ( colonne 3 ) o» P« du CDS 
* et de l'IL-1 recombinante ( colonne 4 ) . 

La. figure 8 represent, un gel d'electrophorese 
d'ADN de cellules T d. ehimpanzes infectes par le 
virus HIV ( colonnes 1 a 4 ) ou de ehimpanzes temoins 
( colonnes 5 et 6 ) apres stimulation in vitro avec le 

,0 super ^»^ B 9 - repr48ente „„ , el <..Letr.phor.se 
en agarose d'ADN de cellules T de macaques ttooins 
stimulees avec le SEE ( colonnes 1 et 2 ) de cellules 
TZ macaques infectees avec 1. virus SIV incubees 

25 dans un milieu simple ( colonnes 3. 5 et J). > d. 
cellules T de macaques infectees avec le vxrus SIV , 
incubees avec le SEB (colonnes 4, 6 et 8 ). 

La figure 10 represente un gel 
a-electrophorese d'ADN de cellules T de macaques 

30 infectees par !e virus SIV incubees dans du mxlxeu 

* "i \ ou du milieu + SEB 

simple ( colonnes 1 et 3 ) ou 

7 J 2 et 4 ) , de cellules T de singes verts 
colonnes 2 et i ; # _ , . 

infectees par le S!V et incubees avec du SEB( colonnes 
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5 a 7 ) et de cellules T de singes verts incubees avec 
du SEB ( colonnes 8 et 9). 

SXEMPLE 1 ; 

p™1 iteration in vivo des lymphocytes T de 
5 patients asYT* OMtiQ T » s in * BCt *s nar le virus HIV^ 
a) fstimulatioy t par des activateurs 

polyclonaux. 

La proliferation des lymphocytes T de 38 
patients infectes par le virus HIV-1 et de 20 

10 individus sains a ete testee en reponse aux 
activateurs polyclonaux phytohe- hemagglutinine , 
concanavaline A , mitogene pockweed (PWM) , anticorps 
monoclonal anti-CD3 , et en reponse a la stimulation 
par l'antigene de la toxine tetanique TT . 

15 Les cellules T memoires specifiques de 

l'antigene TT etant rares , et pouvant avoir ete 
eliminees chez des patients infectes par le virus HIV 
la reponse a la mobilisation des recepteurs de 
cellules T par 1* utilisation des superantigenes de 

20 l'enterotoxine B du staphylocogue ( SEB) a aussi ete 
testee. 

Les SEB se lient aux molecules MHC-II et 
agissent avec des mol6cules V/j des recepteurs de 
cellules T (TCR) exprimes par jusgu'a 30% des cellules 
25 T normales , et induisent la proliferation des 
cellules T normales matures (Marrack et Kappler , J. 
Science 248 , 705-711 , 1990) et l'apoptose chez les 
thymocytes immatures (Genkinson et al. J. Immun. 19, 

2175-20177 , 1989 ). 
30 pour evaluer l'intensite de la reponse , on a 

effectue les mesures apres 1 • incorporation de la 
thymidine tritiee dans les cellules . (figure la ). 
Les patients infectes par le HIV comprenaient 26 
hommes et 12 femmes , 25 patients etant au stade de 
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CDC II A (pas d-anormalite oiologigue , cellule. CD4 
CDC II A ^ IP ^ ^ /<m 3 y et 13 centre 

eux etaient au stade CDC lis \ ,„/_3. 
cellules CD4 < 500/m. 3 « en aoyenne de 345/- ) . 

L-infection par 1. HIV et.it attribuee pour 15 
des patients a des relations homosexual!.. , p.ur^4 
des patients a des relatione hetero.exue le. , pour 7 
.•«.♦« i rutilisation d'une drogue 

10 Eln9Ulne L e S cellules mononucleate, du san, 
peripheric (PBMC, o»t ete obtenues sur Ficoll- 
4- ««t ete cultivees conune decrit par Reed er 

rr-=. »atVo^ Acad. sci. USA 83, 

ai.i rtwv- ^ . & une densite 

,-.norw i.es PBMC sont meuoees » 

le culture sans adjuvant , du milieu contenan* ^ de 1. 

, (pha> a lOiig/ml , du mitogene 

phytohemagglutinin. (PHA> » superanti ,en. 
pokeweed (M) a lO/ml , « P 
20 d'enterotoxin. B de .taphylocoque ( «»>/ 1 

ou durant . Jours avec rantigene ( TT , a 10 Mg/ml • 

L a proliferation des cellules T de. patients 
HIV+ 4 la concanavaline A » ^-^J* 

^clonal =03 (Oroux et al »atur. , 3« « > *. 
25 1989 ) est seulement legerement reduite ( «s» 

indique .ur 1. fl«-» ) * <° e lB ** ollferatl ° 

en presence d. *^ ^ ^ ^ 

movenne de cultures exfectuees en triplica , las 
30 "arres horizontal represents la moyenne des 
resultats pour chaque traitement. 

cZ resultats montrent ,ue, tandis que des 
cellules T des individus ttaoins proliferent en 
^onse a tous les stimuli. , des cellules T des 
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patients infectes par le virus HIV repondent de 
maniere moindre a la stimulation par le PWM , le SEB 
ou l'antigene TT (figure la). 

b) stimulation en presence d'un anticorps 

5 anti-CD28. 

On a egalement fait des essais en incorporant 
de la thymidine tritiee dans des cellules T de 19 des 
patients infectes par le HIV (figure 1 b ) en reponse 
a la proliferation par les PWM, SEB ou TT , en 
10 1' absence ou en presence d' anticorps anti- CD28. 

Dans cet exemple ainsi que dans ceux qui 
suivent 1' anticorps anti-CD-28 est fourni par la 
Societe JANS SEN (anticorps monoclonal de souris issu 
du clone CLB-402) . 
15 Des cellules ont ete preparees et utilisees 

comme decrit pour la figure la et 1* anticorps anti- 
CD28 a ete ajoute a une concentration de 10pg/ml . 

La figure l b montre que 1' anticorps anti-CD28 
augmente la proliferation des cellules T temoins en 
20 presence de PWM ou de SEB . 

Par contre les anticorps CDS ( A50, gamma 1, 
CD43 (BlB6,gamma 1) ,CD44 (P245, gamma 2a) , et CD45R 
(ALB11, gamma 1, Immunotech) a des concentrations de 
10 jig/ml ne stimulent pas la proliferation des 
25 cellules T des patients HIV+ ( resultats non indiques 
sur la figure ) . 
EXEMPLE 2; 

Mortalite des cellules T et des cellules 

mononucleates du sano p eripheriaue de — patients 

30 infectes par le vims HIV ac res culture in vitro en 
presence de PWM et de SEB. 

1) La figure 2a) illustre la mort cellulaire 
de PBMC de patients infectes par le virus HIV ainsi 
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que de te»oins , apre. culture in vitro en presence de 
« et MnUonn4s sur u figure 2a) 

represent U -~ - ^ 

s derivations HI 7 ( i , et 

difxerents inrectes par !e vi- « , ^ 

a. 20 individus non infect" < ^ 
mortalit. cellulaire est »» « ealtivee s 

^^.Turi" L-SJTLV. XC-W » 
10 avec une densxte cellu ad Juvant . du 

48 neure. dan. * «£» ou des SEB 

niUe. eontenant du *( "J eydoheximide 

- tr^rus HIV ( colonnes l ) 
de patients atteint. pu X. virus HI 

«* suivi. ^.."^^tSiUii. 
respective J-*T^ .-* <*..»*« a 
20 t^is on-aueun. ~rta^te cell ^ 

" neures pour ^ £J^» 2 ainsi cue 

infectes par le varus HI I 2 ^ 

-our les PBMC temoins stimulees I 

. 95% de viabilite (figure 2 a), 

montrent jusqu a 95* ae presence 
t» culture des cellules en V 
25 culture „,„ t „ ine pas de mortalite 

d'anticorps monoclonal CD3 n * .\ ^ sar le s 

des cellules T (resultats non indiques 

"'""'.pre, 48 heures de culture en Hi- sans 

Apre» ,.4- 0 de base des 

30 adjuvant . la -ortalite * ^irus HIV 

cellules PBMC de 40 patients infectes par 

seller . L cellules PBMC d.un patient infecte 
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1 ^ e t d'un individu non 
par le virus HIV ( colonnes 1 ) et a un 

P ,„._„.. 51 ont ete purif«es par 

^nation des'^lules T CD4 + ( cellules CD 8 , ou 
oes =.1M« T CD8 + ( cellules CD 4) par 
.v.c resp.cti~m.nt d.s anticorps IOT4 ou I0T8 suivi. 
par incubation av.c des particul.s macn.tia».s 
couvertes d'antlcorps IgG de chevre anti-.ouri. . 

La oualite de 1- elimination e.t me.ur.. par 
eytofluorometri. ( Xpix Coulter Clone ) * -ontr. que 
1. contamination cellulair. est inf.ri.ure a 1% • ■« 
cellules sont cultive.s cam. d.crit pour 1. figure 
la), us resultats repr.sent.nt 1. moynne de tro« 
mesures d. 1. -ortalit. c.llulaire apres 
I. proliferation e.t ...uree par incorporation d. 1. 

15 thymidine tritiee apres 3 jours . ,„ f . ct . s 
Les cllule. CD4 d.s individu. non infect., 
prolif.rent en repons. .« *m ( 5250 ♦ .51 CPM ) .t «u 
SEB ( 21-642 + 2.3" CPM ) , tandi. K» "» 
temoin. CDS et le. c.Uul.s CD4 .t CDS d.. Patent. 

20 inf.ct.s par 1. virus HIV n. prolif.rent pas apres 

l0a "' L'addition d'anticorps anti-CD28 aux cellules 
CD4 des patients infectes par 1. virus HIV restaur. 1. 
c.pacite d. c, cellul.s a proliferer lor. de 
,5 stimulation par le P«K et 1. SEE . mais n ^pas 
d-.ffet sur les cellules d. patients infect.. par 1. 
HIV non stimul.es ou sur d.s c.llul.s CDS temoins • 

3, La figure 3 illustre la prolif.rat.on d.s 
cellules PBMC de patients infectes par le virus , ■!» et 
30 d'individus sains apres addition de PWH ou de PHA, 
apres incorporation d. thymidine Wit— dans les 
cellules T de 3 patients infectes par le vxrus HIV 
(ABC et B' ) et d-un individu sain ( D ) en reponse a 
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- i«» pmw a 10uo7ml ( colonnes A,B et 

la stimulation par le PMW a Aojxg/ v BM 

_. i« pwa a loum/ml (colonne B ). 

C, et colonne u) f — . les 

n«««««s b et B' representent les 

Les colonnes » **t *- _ . . 

results o»tenus avec des *BHC du P^ent 

Infect* par le virus HJV. Tons 1.. resultats sont la 

triplicate . 



T.XEMPLE 



* t w».- h«« AK -rrrr- pour 

La figure 4 illustre ^expression des RNA 
me ssagers codant pour le recepteur , \>^^ s 
r il-2R> de PBMC de patients infectes par le virus 

A L les nemes cellules apres 2 heures , 6 
mesuree sur ies _ , * t aient pas 

neures et 16 heures . Ces UNA messagers n etaient p 

20 detectes avant la stimulation . e££ectu6e s par 

* formaldehyde et sont transfer*, s»r des fUtre 
HYBOND-N <*■»»>,»> . Les Ultres hy„ ides 

avec des sondes de ONA marquees » 32 < % 

_ -„% .* laves avec une solution 0,1 SSC , o,i * 
30 LTsS C U " Ules relatives des ~» £ 

ardent avec la sonde sont en accord avec les 
valeurs de 3,5 kb precedemment publiees . 
^TfRMPLE 4: 
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n6 gradat< ™ 1 ' ADN ^Hulaire . 

La figure 5 represente 1 ■ electrophorese sur 
gel d' agarose de DNA extrait de PBMC de parien^ 
infectes par le virus HIV ou d'individus sains apres 
5 culture durant une nuit dans un «ilieu de culture avec 

ou sans adjuvants. 

Ces gels ont ete obtenus par lyse dans 4 ml 
d'un tampon de lyse hypotonique (5 mM Tris P H 7,4, 5mM 
EDTA , 0,5 % Triton X100) de 15.10* cellules 
10 centrifugees a 200 g durant 10 mn. Les lysats sont 
ensuite centrifuges a 13.000 g durant 15 minutes . Le 
DNA des surnageants est concentre par precipitation a 
-2D* C dans 50% d'isopropanol , 130mM NaCl. Apres 
centrifugation a 13.000 g, les precipites sont seches 
15 a l'air et resuspendus dans lOmM Tris pH 8, lmM EDTA. 

Tous les echantillons sont deproteinises par 
une extraction au phenol /chloroforme et une double 
extraction par un melange chloroforme/alcool 
isoamylique (24:1). Apres electrophorese sur des gels 
20 fins d' agarose a 2% durant 12 heures a 30 V, le DNA 
est visualise par coloration au bromure d'ethidium. 

Le puits 1 de la figure 5 correspond au 
marqueur de poids moleculaire . Le puits 2 correspond 
au DNA de cellules PBMC d'individus sains incubes avec 
25 du PWM. 

Les puits 3 a 11 correspondent au DNA de 
cellules PBMC de 7 patients infectes par le virus HIV 
incubes respectivement avec du milieu sans adjuvant 
(puits 3) , du milieu comprenant du PMW (puits 4 a 6, 
8 et 9 ) , et du milieu comprenant du SEB (puits 10 et 

11). 

Les puits 3 et 4 correspondent au meme 

patient. 
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La figure montre que les DNA des puits 4 a 6 
. . « , „ „n ™-«fil de dearadation caracteristique 
de Vapoptose, les bandes d'ADN degrade etant des 
multiples de 200 paires de bases . 

La degradation de ces DNA est supprimee par 
addition de CsA au milieu contenant le PWM ( colonne 7 
correspondant au mime patient que la colonne 6 ) . 



10 



15 



20 



25 



30 



nar le HIV . 

LTligure 6a represente une photographxe en 
microscopie electronic de PBMC d'un patient infecte 
par le virus HIV apres une incubation de 24 heures 
dans un milieu sans adjuvant. 

La figure 6b represente les memes cellules 
incubees dans un milieu contenant 5 ,/g/ml de PWM. 

L es cellules ayant differents degres de 
concentration chromatique peuvent etre observees sur 
cette figure et sont caracteristiques de I'apoptose. 
Les fleches sur cette figure les designent . 
EXEMPLE 6 ; 

Z..* H» I'ar— »nti-C1)?B sur la 
.^ fl „~.<on de i» ^acite Jes_ lyinphpcvtes. a 
proliferer * 

TTpd rriTi-T 1- -"""«" t< "" 10- 

. e " frfisence ri 'anti-CD28., 

Des cellules de patients sont stimulees soit 
par la toxine tetanique ( TT ) soit par un antigene 
grippal (GP ) en presence ou en 1'absence de 

l'anticorps anti-CD28 . 
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Les resultats obtenus sont rassembles dans le 

tableau I ci-apres . 

Ces resultats montrent que dans le cas de ia 
toxine tetanique , la presence de !• anticorps anti- 
CD28 permet dans les cultures des lymphocytes desdits 
patients de restaurer la capacite a proliferer . 

On retrouve ces resultats dans le cas de sept 
patients sur dix en presence d'antigene grippal (GP) . 

L'antigene grippal etant un antigene 
couramment rencontre , 11 est possible que les trois 
patients dont les lymphocytes ne proliferent pas en 
presence d'anticorps anti-CD28 , l'aient deja 
rencontre , et que les cellules memoires dingees 
centre cet antigene aient ete eliminees de ce fait . 

2") ft n evJ Hone* de la necftRfiite de la 

r — n ~ f- r^^i^rns nnt1-r.PWl«rff <1» U Premiere 
g + 4 m ,n»tion reedurwtlon des ceU^^ . 

Des lymphocytes ont ete stimules ( JO ) apres 
purification , par la toxine tetanique (TT) par la 
phytohemagglutine ( PHA ) et par le mitogene pockeweed 
(PWM). 

La proliferation est mesuree par 
1- incorporation de thymidine tritiee au bout de 6 

jours ( j 6). ^ 

Parallelement les cellules sont cultivees en 
presence de toxine tetanique ou du superantigene de 
1-enteroxine staphylococcique B (SEB) avec ou sans 

anticorps anti-CD28. 

Apres 10 jours de culture , alors que les 

30 cellules sont revenues au repos , elles sont 
restimulees par les memes stimulis qu'a J 0 . 

On observe quand la premiere stimulation de 

lymphocytes de patients infectes par le virus HIV a 

ete effectuee en presence de TT ou de SEB sans CD28 , 
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ou'il n'est pas possible de reobtenir une 
proliferation , meme si ces lymphocytes sont 
restimules par l'anticorps anti-CD28. 

Par centre , les cellules precultivees en 
5 presence de 1-anticorps anti-CD28 proliferent en 
presence des antigenes TT ou SEB. 

Les resultats sont resumes dans le tableau II. 

3') pp**»«ratio * rift la capacite des 

10 M ne nr^--°™» stimulation par la PHA. 

Des lymphocytes de patients infectes par le 
virus HIV sont stimules soit directement ( JO ) avec 
la phytohemmaglutinine (PHA) , le mitogene pockeweed 
(PWM ) ou l'enterotoxine staphylococcique B (SEB) , ou 
15 prestimulees par le PHA pendant 10 jours . 

Les cellules sont restimulees apres 10 jours 
dans les memes conditions qu'a JO. 

Les resultats sont rassembles dans le tableau 

III. 

On observe que la stimulation des cellules par 
„n adjuvant tel que le PHA, PWM ou le SEB permet la 
restimulation au bout de 10 jours en presence de PHA. 
EXEMPLE 7 : 

— -nrmtlcn *~ ^acito des lymphocytes a 
25 r ~n**~r t>a - -H-ii^ian par des cellules 

alloaeni ques . 

La restauration de la capacite des lymphocytes 
a proliferer apres une premiere stimulation par des 
cellules allogeniques et en reponse au PWM et au SEB a 

30 ete testee . 

Parallelement , on a teste la capacite a 
proliferer apres une premiere stimulation par la PHA. 

L es patients ayant subi une premiere 
stimulation par le PHA ou par les cellules 
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allogeniques (RLM ou reaction lymphocytaire mixte ) 
sont restimulees apres dix jours de culture ( J10). 

Le tableau IV ci-apres illustre les resultats 

obtenus . 

5 Ce tableau montre done que par rapport au 

temoin, les cellules ayant subi une premiere 
stimulation par des cellules allogeniques presentent 
une proliferation equivalente a eel les qui ont ete 
stimulees par la PHA. 

10 

EXEMPLE 8 : 

rnmparaison des mecani smes d'antotose dans des 
rA| ],ii es normales et dans d«s cellules d'jndlvjdus 
infectes P «r un virus HIV. 
15 1) Etude de l»«PQPtose da cellules d'indivldus 

non infect s par le virus HIV. 

On a teste la reponse de thymocytes 
medullaires totaux humains fixes par l'anticorps 
monoclonal CD3 et de sous-populations de thymocytes 
20 medullaires matures CD4 + CD8" ou CD8 + CD4~ . 

Dans les trois populations , l'anticorps 
monoclonal CD3 n'induit pas la proliferation de 
thymocytes et conduit apres 48 heures a la mort 
d' environ 50% des thymocytes , comme indiqufi dans le 
25 tableau V ci-apres. 

Dans le tableau V, les reponses a la mo- 
bilisation des TCR de thymocytes totaux humains (A), 
de thymocytes CD4 + CD8" ( B ) , de thymocytes CD8 + 
CD4" (C) et de thymocytes immatures CD4~ CDS" CD3 (D) 

30 ont ete testees . 

Les cellules ont ete colorees avec un melange 
d'anticorps CD4-FITC ( LFL1 fluorescence verte) et 
d'anticorps CD8-RD ( LFL2 fluorescence rouge ) pour 
effectuer une analyse en cytof luorometrie de flux 
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(Coulter Epics Profile II) . La proliferation 

,„~ s la mobilisation des TCR avec des 

anticorps CD3 lies sur «ne boxte, en presence ou en 
absence d'IL-2 (10 unites par ml), a ete determine 
par incorporation de thymidine tritiee ( 3 H-TdR ). La 
thymidine a ete ajoutee dans les demieres douze 
heures du troisieme jour. Les resultats represented 
la moyenne de culture en triplicate ou d'une 
experimentation representative parmi les trois .La 
mo rt cellulaire a ete determine 48 heures apres la 
stimulation par 1 'exclusion du bleu trypan . Les 
resultats et les pourcentages de mort cellulaire sont 
choisis parmi trois experiences . 

La methode utilisee a ete la suivante . Des 
thymus ont ete obtenus a partir d'enfants de moins de 
deux mois apres une operation chirurgicale cardiague . 
Les thymocytes ont ete purifies sur un tamis de Nylon 
et ont ete congeles jusqu'a utilisation . Les 
thymocytes medullaires ont ete isoles a partir d une 
population de thymocytes totaux par selection negative 
avec des billes magnetigues recouvertes d'un anticorps 
CD1 (D47, XgCl a l„.ml ), selon les instructions du 
fabricant ( Biosys, France). _ 

Les thymocytes CD4 + CD8" ou CD8 + CD4 ont ete 
purifies a partir de thymocytes medullaires par une 
selection negative supplemental en 
respectivement 1' anticorps monoclonal CDS ( L533 XgGl 
a ly/ml) ou 1'anticorps CD4 ( 0516, igGl. a 1 p/ml) . 
Les essais de proliferation avec des anticorps 
monoclonaux fixes ( OKT3, IgG2a) ou CDS ( A50, IgG2a) 
comme temoins ont ete effectues . Pour determiner la 
m ort cellulaire , les cellules ont ete recoltees apres 
48 heures par pipetage et diluees de moitie avec 0,1 % 
de bleu de trypan dans des tampons PBS- 
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Les cellules vivantes et les cellules mortes 
nnt ete comotees dans un hemocytometre . Les resultats 
sont exprimes coinme le pourcentage de cellules mortes. 

Conme precedemment decrit ( Nieto et al. J. 
Immunol. 145, 1364-1368,1990) , 1'addition d'IL-2 
empiche la mort cellulaire et permet une proliferation 
des thymocytes en presence d' anticorps CD3. 

Les thymocytes medullaires ayant ete isoles 
par une selection negative , utilisant 1' anticorps 
CDla dans tous les cas , et les anticorps CD46 et CDS 
dans les purifications supplementaires , les trois 
populations cellulaires ont ete contaminees _ par 
environ 20% de thymocytes immatures CD4" CDS CD3 . 

Comme l'indique le tableau V f ces thymocytes 
immatures quand ils sont purifies ne meurent ni ne 
proliferent en reponse a 1' anticorps CDS, en 1' absence 
ou en presence d'IL-2. 

La mortalite cellulaire due au CD3 des 
thymocytes medullaires totaux est associee a une 
fragmentation de I'M* caracteristique de l'apoptose 
comme le montre la figure 7 C. 

Cette figure est un gel d • electrophorese en 
agarose d ' ADM extrait de thymocytes medullaires apres 
differents traitements . Les thymocytes medullaires 
25 ont ete cultives dans un milieu simple ( colonne 1 ) 
ou ont ete stimules par 1'anticorps CD3 lie ( colonnes 
4, 5 et 7) en presence de d'IL-1 recombinante (rIL-1) 
('•TO U/ml, colonne 5 ) , ou en presence d'anti-IFN 
gamma ( dilution serique 1/800, colonne 7). 

Cette mort cellulaire est un precede actif qui 
peut etre empeche par la cycloheximine comme le montre 
la figure 7b et la cyclosporin A coinme indique dans 
le tableau VI. 
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Conune montre dans le tableau VI 

. . Hfi« au CD3 de thymocytes 

figure /a, * " ^p^ssion des ARN 

„AH,iiiaires est associee a a ext»*c 
medullaxres es secr etion de 1'IFNgamma , a 

messagers IFNgamma , a la secretion 

!• expression de l'ARN messager de la chaine P55 au 
5 1 expression ^sence depression du gene 

recepteur de 1 IL 2 , a ± a» , 
de l-IL-2 et a de 1' absence de secretion de 1 IL 2_ 

La figure 7d represente 1-analyse en dot blot 
d'ARN de thymocytes medullaires stimules avec un 
a akn j milieu contenant de la 

10 milieu simple ( colonne 1) , un milx 

rILla ( 50 unites/ml, colonne 2), de 1 anticorps c 
""colonne 3 ) et de 1'anticorps a» , 1« avec de la 
rILla (colonne 4). L'autoradiogramme de 1 IL 2 a ete 
- ■> « heures . Les autoradiogrammes de 
effectue apres 6 heures . Le _ 

15 1' IFNgamma, du recepteur al'IL-2 et de la p 

ont ete ef fectues apres 18 heures . Les sondes ont ete 

lestees sur un Northern Blot de RNA de 

snecifiaue sans hyDriaatxon 
rh . cune donne un signal specii*H uc 

eroi.ee . Les tailXe. relatives d«s ARN messager. 
20 Strident a«x sondes son* en accord avec le. vaXeurs 

- 4aiibi r:^":r de x. IW * - — 

61 eves en !' absence d. secretion d-IL-2 en r*pons. a 
rM . Ate aussi observee dans des 
25 tS^T-Tu^ - et C D8+ CO. X. 

B ° nt " ".^"rd-antxcorps anti-X^amma empSche 
la mort des thymocytes due au CD3 ( 
mentation de I-M. ( ; 
30 pas xa proXiferation thymocytes a X anticorp 

lfi9Ure ^- centre, X ' IL-2 empSche X. mort 
thymocytes , «,ure 7h , et permet une proXiferat.on 
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thymocytaire en reponse a 1'anticorps CD3 ( figure 

Comme precedemment observe avec les cellules 
T-lymphocytaires , 1' addition d'IL-1 aux thymocytes 
5 medullaires stimules avec le CD3 permet 1' expression 
d'ARN messagers de l'IL-2 (figure 7d) et la secretion 

d'IL-2 (tableau VI). 

Ceci est associe a 1 ' emp§chement de la mort 
cellulaire ( figure 7b) ou la fragmentation du DMA 
10 (figure 7c) et a la proliferation thymocytaire 
(figure 7a) . 

De maniere curieuse l'IL-1 n'affecte pas 
1- expression des ARN messagers de I'IFNgamma ( figure 
7d ) ni la secretion d'IFNgamma (tableau VI) en 
15 reponse a la stimulation par le CD3. 

Ni l'IL-1 ni l'IL-2 n'induisent la 
proliferation cellulaire en 1' absence de CD3 ( figure 
7a). L'IFNgamma n'induit pas de mort cellulaire en 

1* absence de CD3 . 
20 L* addition d'anticorps anti-IFNgamma a l'IL-2 

et aux thymocytes medullaires CD4 + CDS' et CDS CD4 
stimulee par le CDS ont le meme effet que dans le cas 
des thymocytes medullaires totaux ( tableau VI) . Dans 
le cas des thymocytes CD8 + CD4" purifies ,1'IL-l 
25 n'induit pas la secretion d'IL-2 et n'empeche pas la 
mort cellulaire en reponse au CD3 . Ceci suggere que 
1-effet preventif de l'IL-1 dans les thymocytes 
medullaires totaux est lie a la secretion d'IL-2 par 
les thymocytes CD4 + CD8~. 
30 Les roles respectifs de I'IFNgamma et de l'IL- 

2 dans la proliferation et la mort des thymocytes due 
au CD3 ont ete de plus testes dans des experiences 
utilisant la ciclosporine A CsA , qui empeche 
1'apoptose des thymocytes et inhibe la secretion de 
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/ »,hipau VI ). Comme montre sur 
l'IL-2 et 1'IFNgamma ( tableau vi j. . 0 „ t4s k 

.._ . » l'IL-2 sont ajoutes a 

le tableau vx, x - • . 

L thymocytes active, par le CD3 et traxtes par la 
das tnymo I ... «.,_,. viFNaamma indult la mort 

C.A. Dan. ces ' indolt la 

5 de. thymocytes , tandis qa. i ^ et 

probation de. thy^cytes . J rt ™ lulaire 

l-IL-2 sont ajoutes ensemble , aucune mor 
n .est observee et les thymocytes ^""^^^ 
ces resultats indiquent que la mobilisation 
~ io cas des thymocytes 

in oar le CD 3 entraine dans le cas ae j 

" Claires — . - ^ 
dependante de 1'IFNgamma, mais qui est xnn 

15 programme de mort cellular , n-est pa. 

CD4 + nature .pecifiqo. de 1-anti.jene d. la toxine 
20 SL— se comport, de. ^ '.n 

— — d e "« rilul« cC. L.i .« 

!• absence d'autres cellules . comm 

i« tableau VII, 1' addition d'IFNgamma et/ou d IL 
dependant., et * 



2) Apoptose 



« experience, comparable, ont et. e«ectuees 
avec des lymphocyte. T CD4 + d-un .ujet infecte par 

tableau VXXX ci-apres montre ,ue ni 
^addition d-H-a «1 raddition d'antic.rps antx- 
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Interferon gamma ne sont capables, contrairement a 
l'anticorps CD28, de prevenir l'apoptose de ces 
lymphocytes , ni de restaurer leur proliferation en 
reponse aux stimuli . L'IL-1 est aussi depourvue 

5 d'effet . 

La comparaison de ces resultats montre done, 
que le mecanisme mis en jeu dans l'apoptose des sujets 
infectes par le virus HIV , se distingue de l'apoptose 
de cellules de patients non infectes par le virus HIV. 



EXEMPLE 9 ; 

induction in vitro da ns des J4qnees 

lytfphncvtalres normales sP ^clfimie d'antioenes d'une 
15 anoptose ^ivalentfe a l'apoptose des cellules de 

patients i nfectes par un vims HIV. 

On fait presenter un antigene ( tetanos, 

grippe) a une lignee lymphocytaire T-CD4 + par des 

monocytes qui ont ete preincubes avec un virus HIV. La 
20 presentation de 1' antigene se deroule en presence 

d'AZT pour eviter 1' infection des lymphocytes T-CD4 + . 

Une reponse proliferative lymphocytaire normale 

s'ensuit. 

Par contre, lorsque 1' antigene est represente 
25 une deuxieme fois aux lymphocytes T-CD4 + par des 
monocytes , meme non infectes par le virus HIV , les 
lymphocytes meurent d'apoptose au lieu de proliferer. 

Ces resultats sont presentes dans les tableaux 

IX et X ci-apres . 

Comme l'apoptose des lymphocytes de sujets 
infectes par le virus HIV , 1' apoptose observee lors 
de la deuxieme stimulation est empechee par 
l'anticorps CD28 , mais ni par l'IL-2 ni par les 
anticorps anti-Interferon gamma. 
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Ces resultats montrent done qu'un contact 
i,^H„rvt eS T-CD4+ normaux et des monocytes 
Inrec tis par un virus HIV amorce dans les lymphocytes 
T-CD4 + , en !• absence d' infection par un v^rus HIV , 
5 un programme d'apoptose en reponse a une stimulation 

ulterieure . 

Ce modele cellulaire permet : 

a> d'etudier dans un nombre tres important de 
lymphocytes T-CD4+ normaux les mecanismes d' induction 
10 Tl pLnomene d'apoptose comparable a 1'apoptose 
observee chez les sujets inf ectes par un vxrus HIV. 

b) d'etudier les agents therapeutiques 
permettant de corriger ce phenomene d'apoptose; 

c) d'identifier la ou les proteines virales en 
15 cause dans 1'amorcage du programme d'apoptose ; 

d) de trouver des agents therapeutiques 
permettant non plus seulement d'empecher les cellules 
deia anormales de mourir mais d'empecher aux 
lymphocytes d'apprendre a mourir en reponse a une 

20 stimulation ulterieure . 

T- r ri * TnPQPtose des cellules 

i iii I.nlnn- r— HIV nt Vapoptose de 

simi ^ T ^c 4nduit^ par IP varus giv,. 
25 Afin de comparer l'apoptose induite par le 

virus HIV chez les lymphocytes T, a d'autres 
infections virales, differents modeles , virus-hote 
ont ete Studies chez les singes . 

Ces modeles sont les suivants : 
30 - chimpanzes , experimentalement infectes par 

le virus HIV ; ces animaux ne developpent pas de 
maladies ; 
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- macaques rhesus , experimentalement infectes 
par le virus HIV ( Simian Immune Deficiency virus) ; 
ces animaux developpent un SIDA ; 

- singes verts d'Afrique naturellement 

. „ ..j _,«- civ : ces animaux ne 
infectees par le virus aiv , 

developpent pas de maladie . 

La figure 8 represente un gel d ' electrophorese 
d'ADN de cellules T de chimpanzes infectes par le 
virus HIV et incubes avec du SEB ( colonnes 1 a 4 ) et 
de chimpanzes temoins c'est-a-dire de chimpanzes non 
infectes par le virus HIV mais dont les cellules T ont 
ete incubees avec le SEB ( colonnes 5 et 6 ) . 

Cette figure montre que, l'apoptose qui est 
caracterisee par une degradation de l'ADN , n'* ete 
15 detectee dans aucun des chimpanzes Studies . 

La figure 9 correspondant a des gels effectues 
avec 1 ' AON de cellules T de macaques temoins stimuUes 
avec le SEB ( colonnes 1 et 2 ) , de macaques infectes 
par le virus SIV et dont les cellules ont ete incubees 
dans des milieux simples (colonnes 3, 5 et 7) et de 
macaques infectes par le virus SIV et dont les 
cellules ont ete incubees avec du SEB ( colonnes 4, 6 
et 8 ) montre qu'il y a . degradation de l'ADN et done 
apoptose chez les cellules des macaques infectes par 
le virus SIV lorsqu'elles sont incubees avec du SEB. 

La figure 10 montre que le singe vert 
d'Afrique infecte par le virus SIV ne developpe pas 
d' apoptose . Sur cette figure , les colonnes 1 a 4 
correspondent a l'ADN de cellules T de macaques 
infectes par le virus SIV incubees avec du milieu 
simple ( colonnes 1 et 3 ) eu avec du SEB ( colonnes 2 
et 4 ) tandis que les colonnes 5 a 7 correspondent a 
des cellules T de singes Verts d'Afrique infectes avec 
du virus SIV, incubees avec du SEB et les colonnes 8 
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a des cellules T de singes verts 
et , correspondent aj« ^ ^ ^ in<nib4M 

a'Axrxquts uomw*»- ' - 

*~ 16 s^s le. — i-ct*s par 1. SXV 
5 represent un phenomene corcparabie a celui observe 

prevenir rapopt, > et la surv. ^....^ que 
10 animal est d autant P ^ ^ 

contraireaent a ^""^ siv present. 1. 
le macaque infecte par ie virus * r 

an et demie • 

" C ° NCLUSI ": carac^st^e ....nti.U. d. X-popt... 

.st ,».?. »rt cellulair. d.p«d de activation d. 

Z =!Tlul. d. 1. transcription d.s oenes et de 1. 

la cellule , ae e .uul.s wmrantes . 

synthase des P-" - ie 7; ££? mu inf .cte. P« 
20 L-activation ""^ J„ M t „o n tre. par 

le virus HIV apres auui receoteurs 

1-expression des -SNA pS5 correspondent «* » ec.pt 

a l.interle»kin.-2 a des niveaux bivalent, et avec 

- *.«io«*-es a celle observee dans des 
des cinetiques equivalentes a cexx 

25 cellul , ~J.«~ * Uiteur de 

.. _ / la cveloheximide ) ou de 
synthese proteique ( la cycion 
cyclosporin. A e«peche rapoptos. d.s cellules * d 
patients in t ect.s par le virus HIV P« 



induisent 1 iTpopVs'."^ d.s thy-ocytes inures 
noruaux . et parmi 1« co-sionaux oux enpeCent 
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processus , seul un nombre limite a le meme effet vis- 
a-vis de cellules T de patients infectes par le HIV. 

Dans les thymocytes immatures , la plupart des 
stimulis induisant la proliferation de cellules T 
5 adultes normales , incluant l'anticorps CD3 , 
conduisent a l'apoptose, et l 'addition de co-signaux 
tels que 1 'interleukine-1, 1 ' interleukine-2 ou des 
esters de phorbol evite non seulement l'apoptose mais 
permet aussi une proliferation en reponse au stimuli . 
10 Dans les cellules T de patients infectes par 

le virus HIV, l'anticorps CD3 induit la proliferation 
cellulaire et parmi les divers co-signaux 
(Interleukine 1, Interleukine 2, Interferon gamma , 
anticorps CDS, CD28, CD 43, CD44 et CD 45R ou ester de 
15 phorbol ) qui ont ete ajoutes aux cellules T de 
patients infectes par le virus HIV, seul l'anticorps 
CD28 evite la mort induite par le PWM et le SEB et 
restaure la proliferation au PMW , au SEB et au TT 
(figure lb et figure 2a) . 
20 Sans que cette interpretation puisse etre 

consideree comme une restriction a la presente 
invention , 1 "ensemble des resultats semble indiquer 
que les cellules CD4 T H des patients infectes par le 
virus HIV sont programmees in vivo pour un procede de 
25 suicide par apoptose apres une activation par une 
stimulation definie , incluant la mobilisation des 
recepteurs des cellules T (TCR) par les molecules 
presentees par le complexe majeur d'hiscompatibilite 
de classe II. 

30 Etant donne que les anticorps anti-CD28 

retablissent la possibilite de proliferer apres 
stimulation par l'antigene TT, les cellules T 
specifiques du tetanos semblent presentes chez les 
patients infectes par le virus HIV. Quoique de telles 
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«- f« n rares pour permettre une wise en 
cellules sont trop rares v 

n.n.t . 1' induction de 1'apoptose 
evxuen« - ^ probable pour 

semble etre le mecanisme ie p-iua v 
expliquer leur absence de reponse in vitro . 

Chez les patients infectes par le HIV, moxn 

T^Z^ — — t * 1,infection des 



cellules 
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pgygMnTCATIONS 
, Ms di ,.-_,n»nt contenant un agent inhibant in 
vivo 1'apoptose pathologique , ledit agent pouvant 
etre selections par un precede comprenant au moins 

5 les etapes de: 

- mise en contact d'au moins deux preparations 
cellulaires d'un patient infecte par un retrovirus 
avec un agent deactivation cellulaire , f 1 que du 
mitogene pokeweed, respectivement en presence et en 

10 absence dudit agent , et 

- comparison de la proliferation et/ou de la 
mortalite des deux preparations cellulaires . 

2. Medicament selon la revendication 

1, caracterise en ce que 1' agent est capable de bloquer 
15 la reception ou la transduction de signaux conduisant 

au suicide des cellules . 

3 . Medicament selon la revendication 

2, caracterise en ce que 1'agent eat capable d'inhiber 
!• activation d'une endonuclease nucleaire entrainant 

20 la fragmentation du g6nome de la cellule . 

4. Medicament selon la revendication 1 , 
caracterise en ce que 1- agent apporte ou genere un co^ 
signal permettant a la cellule de se differencier et 
de se multiplier normalement. 

25 5 . Medicament selon la revendication 1, 

caracterise en ce que 1'agent a lui seul entraine la 
proliferation et la dif ferenciation cellulaires et 
genere des cellules qui oat perdu la capacite a se 
suicider dans des conditions pathologiques . 

6. Medicament selon la revendication 1 , 
caracterise en ce que 1'agent est capable d'inhiber 
les signaux qui rendent une cellule susceptible de 
repondre par une apoptose pathologique a une 
activation . 
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7 Medicament selon la revendication 2 , 
contenant de la cyclosporxm, , ~- - ■— - 

synth *se ^tr^^T^^on 4 
8. Medicament seion - La 

.-4,„,-m> anti-CD2S ou one association 
eontenant un anticorps anti ui x 
d . m aaent entraln«nt la stimulation de 1 
phosphottnase C , tel qu'un aster du phorbol , avec 

"^T^'ca^ent selon 1. ~v.ndic.tion 5 

— iT-nin. 89 ^, ^r. 1 ^: 

iraSr^tCs'anti-CO, ou un anticorps 

"" tl " CM ». Medicament selon 1-un. d.s revendication. 
, 4 9 caracteris. en ce qu-il est destine a» 
Litest et I la prevention des — 
rftrovirus et en particular li.es 

tels que l.s virus HIV ches 1'homme et SIV, FIV, BIV 
vtsna et CAEV chez l f animal • 

11. composition pharmaceutic caracterise. en 
« o^-ell. contient une quantite pharmaceutist 

:-ec. rt r - 

nnrS-L : a^uvants pharm,c.utiquement 

" CCePtab i:: • composition pharmaceutic selon la 
ii ^.racterisee en ce qu'elle est 
revMidication 11 . caracteri" , -itI 

prevention des maladies 
destinee au traitement et a la p 

iiees aux retrovirus et en particular liees a 
ientivirus , tela que les virus HIV ches 1 homme 
BI v FIV , BIV, VISNA et CABV , chez 1' animal . 

». Utilisation d-un a,ent tel que de«m dans 
i-une des revendications 1 a 9 pour Intention d un 
lament destine au traitement .t a la pr.v.ntion 
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des maladies liees aux retrovirus et en particulier 

tpi« mie les virus HIV chez 



nees qua a.^** » -~ — 



1'homme et SIV, FIV, BIV, VISNA et CAEV chez 1'animal. 

14. Methode de determination de la deficience 
qualitative du repertoire immunologic^ d'un individu 
vis-a-vis d'un agent infectieux comprenant au moins 

les etapes de : • 

- stimulation in vitro des lymphocytes dans un 

milieu contenant au moins un anticorps anti-CD28 en 
presence d'un ou plusieurs antigenes specifiers de 

1' agent infectieux, et 

- mesure de la cinetique de proliferation des 

lymphocytes . 

15 Methode de determination de la capacite 

des lymphocytes d'un individu a repondre a 1' agression 

par un agent infectieux comprenant au moins les etapes 

^ ' - stimulation in vitro des lymphocytes dans un 
milieu contenant au moins un anticorps anti-CD28 en 
presence d'un ou plusieurs antigenes specifics de 

1' agent infectieux, et 

- mesure de la cinetique de proliferation des 

lymphocytes . 

16. Methode de stimulation in vitro de 
lymphocytes issus de patients atteints d'une maladie 
lile aux retrovirus par traitement des lymphocytes 
isoles par un anticorps anti-CD28. 

17. Methode de selection d'un agent inhibant 
in vivo l'apoptose pathologique comprenant au moins 
une etape de mise en contact de cellules infectees par 
un antivirus , tel qu'un virus HIV avec un antxgene 
respectivement en presence et en absence dudit agent 
et, consecutivement de stimulation par ledit antigene. 
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18. Methode de selection d'un agent inhibant 

.fhniooiaue comprenant au moxns : 

in vlvo ; ^ pr ^ tation d>un antigens par 

deS monocytes preincubes avec un retrovirus, a «ne 
lignee cellulaire de lymphocytes T CD4 , 

- «ne seconde presentation de 1'antigene par 
d es monocytes , eventuellement ^^JT^ 
retrovirus, a la lignee cellulaire de lymphocytes 



CD4 + , 



- estimation de la mort et/ou de la 
proliferation des lymphocytes . 
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